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基础 研究 


利 拉 鲁 肽 通过 PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 通路 促进 心肌 微血管 内 
皮 细 胞 的 增殖 和 迁移 


张 AARRE, F 彤 , 田 峰 , 王 珊 , 张 颖 倩 , 陈 韵 岱 
解放 军 总 医院 心血 管内 科 , 北 京 100853 


摘要 :目的 研究 胰 高 血糖 素 样 肽 -1 类 似 物 利 拉 鲁 肽 对 原 代 大 鼠 心肌 微血管 内 皮 细 胞 (CMECs) 增 殖 和 迁移 的 影响 及 其 机 制 。 方 
法 使 用 双 酶 消化 法 体外 分 离 培养 SD 大 鼠 心肌 微血管 内 皮 细 胞 , 差 速 贴 壁 法 进行 纯化 ,CD31 和 人 三 因 子 抗体 进行 免疫 细胞 化 学 
染色 鉴定 。 采 用 不 同 浓度 利 拉 鲁 肽 (0~1000 nmolyL) 干 预 1 代 细 胞 ,MIT 绘 制 细 胞 生长 曲线 , Western blot 检 测 利 拉 鲁 肽 对 
PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 通 路 的 激活 作用 ,BrdU 区 光标 记 法 和 划 痕 实验 观察 药物 作用 下 细胞 增殖 和 迁移 能 力 ,并 使 用 相应 的 通 
路 阻 断 剂 LY294002 和 PD98059 来 进一步 证 实 。 结 果 体外 分 离 原 代 CMECs,CD31 及 三 因子 免疫 荧光 染色 示 双 阳性 率 大 于 
95% ,MTT 示 细胞 于 种 植 48 h 后 进入 对 数 生 长 期 , 利 拉 鲁 肽 以 浓度 依赖 方式 促进 CMECs 的 体外 增殖 ,100 nmol/L 为 其 最 适 生长 
TKHECP«0.05). 11100 nmolL 利 拉 和 鲁 肽 预 干预 细胞 24 h 后 ,Western blot 显 示 胞 内 Akt 和 ERK 磷 酸化 水 平 与 正常 细胞 组 相 比 
有 了 明显 升 高 (P<0.05) ,加 入 相应 通路 阻 断 剂 LY294002 和 PD98059, 其 磷酸 化 水 平 相 较 于 利 拉 鲁 肽 组 明显 降低 (P<0.05)。BrdU 
和 划 痕 实验 均 说 明 利 拉 鲁 肽 能 促进 CMECs 的 增殖 和 迁移 能 力 (P<0.05) , HEH LY294002 fl PD98059 预 处 理 后 ,增殖 迁移 能 力 均 
显著 低 于 利 拉 和 鲁 肽 组 (P<0.05)。 结论 利 拉 和 鲁 肽 是 通过 激活 胞 内 PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 通 路 从 而 促进 原 代 大 上 鼠 心肌 微血管 
内 皮 细 胞 的 增殖 和 迁移 。 

关键 词 : 利 拉 和 鲁 肽 ;心肌 微血管 内 皮 细 胞 ;增殖 ;迁移 ;PI3K/Akt;MAPK/ERK 


Liraglutide promotes proliferation and migration of cardiac microvascular endothelial 
cells through PI3K/Akt and MAPK/ERK signaling pathways 


ZHANG Ying, HU Shunying, YIN Tong, TIAN Feng, WANG Shan, ZHANG Yingqian, CHEN Yundai 
Department of Cardiology, General Hospital of PLA, Beijing 100853, China 


Abstract: Objective To investigate the effect of liraglutide, an analogue of glucagon-like peptide-1, on the proliferation and 
migration of cardiac microvascular endothelial cells (CMECs) and explore the mechanism. Methods In vitro cultured CMECs 
of SD rats were purified by differential adhesion method and identified immunocytochemically using CD31 antibody and 
factor VIII. MTT assay was performed to assess the proliferation of the first-generation cells exposed to different 
concentrations (0-1000 nm/L) of liraglutide. Western blotting was used to detect the activation of PIBK/Akt and MAPK/ERK 
signaling pathways. BrdU fluorescent labeling and scratch assay were performed to observe the proliferation and migration of 
CMECs following liraglutide treatment, and PISK/Akt and MAPK/ERK pathway inhibitors LY294002 and PD98059, 
respectively, were used to further confirm the role of these signaling pathways in regulating the proliferation and migration of 
CMECSs. Results Immunocytochemical staining demonstrated a proportion of double positive cells exceeding 9576. The cells 
exhibited a logarithmic growth 48 h after plating. Liraglutide exposure concentration-dependently promoted the proliferation 
of CMECSs with the optimal concentration of 100 nmol/L (P«0.05). Liraglutide exposure of the cells for 24 h significantly 
increased the levels of intracellular phosphorylated Akt and ERK (P«0.05), but pretreatment of the cells with Akt and ERK 
signaling pathway inhibitors 1 h before liraglutide obviously reversed such effect (P«0.05). BrdU and scratch assay showed 
that 100 nmol/L liraglutide significantly promoted the proliferation and migration of CMECs (P«0.05), but such effects were 
obviously suppressed by Akt and ERK inhibitors (P«0.05). Conclusion Liraglutide promotes the proliferation and migration of 
CMECSs in vitro via PIBK/Akt and MAPK/ERK signaling pathways. 

Key words: Liraglutide; cardiac microvascular endothelial cells; proliferation; migration; PIBK/Akt; MAPK/ERK 


急性 心肌 梗死 是 一 种 严重 影响 人 类 生命 健康 的 心 ”” 荐 的 重要 有 效 的 治疗 方法 。 然 而 在 临床 实践 中 发 现 , 某 
血管 疾病 ,直接 经 皮 冠 状 动脉 介入 治疗 (PCD) 是 目前 推 。 些 心 外 膜 血管 在 青 灌注 治疗 期 间 已 解除 机 械 性 梗阻 ,但 
相应 心肌 组 织 并 没有 完全 有 效 地 恢复 血 流 灌注 和 氧 


收 区 日 期 :2015-06-03 供 , 即 出 现 缺 血 再 灌注 损伤 中 。 心 肌 微 血管 位 于 循环 
Win AM LA En QA AR 系统 的 末梢 部 位 ,决定 了 心肌 的 灌注 水 平 ,与 缺 血 再 灌 
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累及 的 ,其 损伤 机 制 包括 产生 过 量 活性 氧 诱导 细胞 凋 亡 、 
钙 超 载 等 。 由 于 内 皮 细 胞 具有 明显 的 结构 特异 性 和 生 
理 特异 性 ,所 以 对 于 大 血管 内 皮 细胞 的 研究 很 难 准确 解 
释 微 血管 病变 。 因 此 ,找到 合适 的 药物 和 方法 来 促进 心 
肌 的 微血管 内 皮 细 胞 的 增殖 和 迁移 功能 ,对 后 期 受 损 内 
皮 的 修复 起 到 至 关 重 要 的 作用 。 胰 高 糖 素 样 多 肽 -! 
(glucagon-like peptide-1, GLP-1) 是 一 种 餐 后 由 远 端 肠 
膛 工 型 细胞 分 泌 的 天 然 降 血糖 激素 ,对 GLP-1 的 研究 多 
集中 在 血糖 调节 方面 ,近年 来 发 现 GLP-1 受 体 
(GLP-1R) 在 心脏 以 及 血管 等 组 织 中 也 有 表达 , 故 为 
GLP-1 在 心血 管 保护 作用 上 提供 了 理论 基础 “*。Bose 
等 "首先 在 大 鼠 离 体 心 脏 缺 血 青 灌注 模型 中 发 现 ,GLP-1 
可 以 通过 激活 PI3K/Akt 通 路 减少 心肌 梗死 面积 以 及 改 
善心 排 血 量 ,Wang 等 "发 现 GLP-1 通 过 CEMCs 上 特定 
的 GLP-1R 介 导 , 从 而 激活 胞 内 的 相关 分 子 信 号 通路 ,可 
以 起 到 抗 炎 . 抗 氧 化 作用 。 利 拉 和 鲁 肽 是 通过 基因 重组 技术 
利用 酵母 生产 的 胰 高 糖 素 样 肽 类 似 物 ,属于 GLP-1 受 体 
激动 剂 , 与 天 然 生 理 忻 GLP-1 有 97% 的 同 源 性 ,能 耐 受 二 
肽 基 肽 酶 V CDPP-IV ) 的 降解 作用 ,可 根据 衔 萄 糖 浓 度 
“ 按 需 ”调节 胰岛 素 分 泌 ,安全 性 好 。 目 前 利 拉 鲁 肽 对 
CMECs 的 增殖 、 迁 移 作 用 尚未 见报 道 , 本 研究 将 着 眼 于 
GLP-1 促 进 CMECs 生 长 的 机 制 做 一 探究。 


1 材料 和 方法 
1.1 试剂 和 仪器 

选取 出 生 后 5~6 d\ 体 质量 约 12~16 g ASD AKE, 
购 于 解放 军 总 医院 实验 动物 中 心 ,高 糖 DMEM 
(Gibco) 、 胎 牛 血清 (Hyclone) 四 甲 基 偶 氮 唑 盐 (MTT 
Hyclone) . 利 拉 鲁 肽 ( 诺 和 诺 德 公司 提供 ) 荧光 抗体 碍 
因子 .CD31(Abcam) .PI3K/Akt 信 和 号 阻 断 剂 LY294002 
(Sigma) , MAPK/ERK 信号 通路 阻 断 剂 PD98059 
(Sigma) .一 抗 Akt、p-Akt、ERK、p-ERK (Cell Signaling 
Technology) .相应 二 抗 (Santa Cruze) Brdu ARACE 
海 杰 美 基因 公司 )、 酶 标 仪 (Biotek)。 
1.2 实验 方法 
12.1 微血管 内 皮 细 胞 的 分 离 与 培养 方法 参照 
Nishida. 等 的 双 酶 消化 分 离 原 代 细 胞 ” ,并 在 此 基础 上 
进行 了 改良 。 简 述 如 下 :5 只 乳 鼠 处 死 后 取出 左 心室 , 腿 
科 刍 分 离心 外 膜 、 心 外 膜 1/3 组 织 及 心 内 膜 , 75% 乙 醇 
中 浸泡 15 s ,清洗 后 剪 碎 0.5 mmx0.5 mmx0.5 mm 的 组 
织 块 , T 型 胶原 酶 和 胰 和 蛋白 酶 37 度 水 浴 各 消化 10 min, 
离心 后 重 悬 于 培养 液 中 ,37 % .5% CO,、 饱 和 湿度 培养 
箱 中 培养 4 ,去 除 悬 浮 未 贴 壁 的 细胞 ,继续 培养 竺 细胞 
至 80% 融 合生 长 后 , 胰 和 蛋白 酶 消化 传代 。 根 据 实验 需要 
使 用 第 1 或 第 2 代 细 胞 。 
1.2.2 心肌 微血管 内 皮 细 胞 的 鉴定 细胞 接种 于 盖 玻 片 
上 ;多 聚 甲醛 固定 细胞 , TritonX-100 通 透 细胞 ;封闭 


30 min;2 张 候 片 上 滴 加 象 抗 大 鼠 讶 因子 多 克隆 抗体 
(1:100) 和 小 鼠 抗 大 鼠 CD31 单 克隆 抗体 (1: 100) ,阴性 
对 照 候 片 滴 加 等 量 PBS, 4 "CHEER SETS s 隔夜 后 滴 加 山 
羊 二 抗 ,37 C 避 光 孵育 30 min; 立 即 于 倒置 欧 光 显微镜 
下 观察 ,每 张 候 片 计数 3 个 视野 ,计算 其 平均 数 。 

1.2.3 实验 分 组 在 MTT 探 究 最 适 内 皮 细 胞 生长 的 浓 
度 和 时 间 的 实验 中 ,设置 0、1、10、100、1000 nmol/L F. 
个 浓度 梯度 的 利 拉 鲁 肽 干预 组 。 探 究 通 路 对 细胞 增 
殖 迁 移 影 响 的 实验 ,设置 正常 细胞 组 (0 nmolL 组 )、 
100 nmol/L 利 拉 和 鲁 肽 组 、100 nmol/L f| jv & Jk + 
LY294002 2H ,100 nmol/L 利 拉 和 鲁 肽 +PD98059 组 。 药 
物 作 用 时 间 为 利 拉 鲁 肽 预 干预 贴 壁 后 的 细胞 24 h。 通 
路 阻 断 实验 ,LY294002 (10 um/L) .PD98059 (10 um/L) 
预 处 理 1h "*。 

1.2.4 MTT 法 绘制 细胞 生长 曲线 分 成 5 组 每 组 每 天 3 
个 复 孔 ,连续 检测 7 d, 贴 壁 后 每 组 给 与 不 同 浓度 利 拉 重 
上 肽 干预 。 每 孔 按 5x10; 细 胞 密度 接种 于 96 孔 板 中 培养 
24 h, 加 入 MTT 溶 液 10 nL,37 % 复 箱 中 继续 培养 4 h; 
后 每 孔 加 入 150 uL DMSO, 于 酶 标 仪 570 nm 检测 光 吸 
收 值 。 计 算 每 天 各 组 3 个 复 孔 吸光 度 平 均值 并 绘制 细 
胞 生长 曲线 。 

1.2.5 Western blot 检 测 Akt 以 及 ERK 的 磷酸 化 水 平 各 
组 处 理 结束 后 ,提取 总 蛋白 。10% SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 
电泳 分 离 ,PVDF 膜 湿 转 后 室温 封闭 1 h, 加 入 相应 一 抗 
4 CC 旦 育 过 夜 ,TBST 洗 膜 后 HRP 标 记 的 二 抗 (1:3000) 
室温 反应 60 min, 上 暗室 曝光 ,以 b-actin 作为 内 参 。 采 用 
Quantity One 软 件 采集 信号 和 灰 度 扫描 。 实 验 重 复 3 次 。 
1.2.6 Brdu 检 测 细胞 增殖 情况 各 组 处 理 完 后 ,加 入 含 
Brdu (reagent A) 的 培养 液 与 细胞 共 培 养 6 h, 固定 液 
(reagent C) 固 定 20 min, fI (reagent D) 封 闭 30 min, 
加 入 抗体 液 (reagent E) 的 细胞 置 37 "CHS2EA8 30 min, 
K JCW (reagent F) 3t 96 30 min, 最 后 加 入 复 染 液 
(reagent G) LL TUXEXGIEJGR (reagent H) ,随后 置 于 倒 
置 荧光 显微镜 下 计数 各 组 的 红色 荧光 数 ,每 组 计数 3 个 
视野 算得 平均 值 。 

1.2.7 划 痕 实验 检测 细胞 迁移 情况 将 第 1 代 细 胞 种 于 
细胞 培养 四 上 ,予以 通路 阻 断 剂 和 利 拉 人 鲁 肽 预 处 理 完 之 
后 , 待 细 胞 生长 至 80%~90% ,进行 实验 。 将 划 痕 过 后 的 
细胞 继续 培养 24 h, 于 倒置 显微镜 下 观测 各 组 细胞 向 划 
痕 区 域 迁 移 的 距离 。 

1.2.8 统计 学 分 析 采用 SPSS 17.0 进 行 统计 分 析 ,数据 
用 均 数 + 标准 差 表 示 , 两 组 间 比 较 用 1 检验 或 方差 分 析 ， 
P«0.05 为 差异 具有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 微血管 内 皮 细胞 原 代 培养 的 形态 学 观察 
原 代 微血管 内 皮 细 胞 贴 壁 培养 24 h 后 (图 1A), 至 
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于 倒置 显微镜 下 观察 ,细胞 体积 较 小 ,形态 未 完全 伸展 
开 , 呈 短 梭 状 散在 分 布 培养 瓶 内 ,48h 后 ,细胞 数量 增 
多 ,逐渐 铺展 开 来 体积 变 大 ,细胞 呈现 梭 形 .三 角形 或 多 
角形 聚集 管 腔 样 生长 。72~96 h 细 胞 长 满 瓶 底 , 呈 典型 
铺路 石 样 结构 (图 1B)。 


m 
ke. [9M — 


2.3 不 同 浓度 利 拉 重 肽 对 细胞 增殖 能 力 影响 

待 细胞 贴 壁 24h Jr , y | fi JH 0.1. 10, 100, 
1000 nmol/L WFM EFE 1 代 细 胞 ,每 24h 测 量 
各 组 Am 值 ,MIT 绘 制 细胞 的 生长 曲线 (图 2)。 结 果 提 
示 , 同 一 时 间 点 上 A 值 随 利 拉 和 鲁 肽 药物 浓度 增加 而 显著 升 
高 ,于 100 nmol/L 组 达到 最 高 促 生 长 浓度 (P<0.05), 过 高 
药物 浓度 1000 nmolL 不 利于 细胞 的 生长 达到 最 优化 
(P<0.05)。 不 同时 间 点 上 ,总 体 趋 势 提示 细胞 于 种 植 2 
d 后 出 现 对 数 生长 期 ,于 第 5 天 后 进入 生长 平台 期 。 故 
选用 100 nmolL 利 拉 和 鲁 肽 干预 贴 壁 后 的 细胞 24 h 作为 
后 期 实验 的 干预 条 件 。 
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图 2 MTT 法 绘制 不 同 浓度 利 拉 鲁 肽 对 CMECs 增 殖 能 力 影 响 
Fig.2 Growth curve of CMECs treated with different 
concentrations (0-1000 nmol/L) of liraglutide drawn by MTT. 
*P«0.05 vs Normal group (0 nmol/L) ‘P<0.05 vs 10 nmol/L 
liraglutide group. 


2.2 微血管 内 皮 细 胞 的 鉴定 

TAEC b (UB FUSE , MAT e v PED UPRSRU 
CD31 单 克隆 抗体 染色 ,细胞 内 分 别 呈 红色 和 绿色 荧光 ， 
双阳 性 率 >95%( 图 1C.D) 证 实 微血管 内 皮 细 胞 。 阴 性 
对 照 细胞 不 能 观察 到 莹 光 。 


图 1 大 鼠 原 代 心 肌 微 血管 内 皮 细 胞 的 形态 学 
观察 及 细胞 鉴定 

Fig.l Morphology of primary myocardial 
microvascular endothelial cells (CMECs) and 


microscope at 24 and 96 h, respectively 
(Original magnification: x200); C, D: CD31 and 
factor VIII immunocytochemistry of CMECs 
(Original magnification: x400). 


2.4 f] 43S AK sy A Xt £u Ré, PIBK/Akt fe MAPK/ERK 3iá 
路 的 影响 

本 团队 既往 研究 已 证 实在 干细胞 中 GLP-1 是 
PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 信 号 通路 的 上 游 激 活 剂 ,本 
实验 Western blot 结 果 示 (图 3A、B), 相 较 于 正常 细胞 
组 , 利 拉 鲁 肽 组 细胞 内 的 p-Akt 和 p-ERK 水 平 显 著 升 高 
(1.067+0.047 vs 0.487+0.015, P<0.05) (1.23+0.075 vs 
0.513+0.031,P<0.05)。 为 进一步 验证 激活 作用 ,本 实 
验 使 用 了 通路 阻 断 剂 , 相 较 于 利 拉 鲁 肽 组 , 利 拉 鲁 肽 + 
LY294002 组 和 利 拉 鲁 肽 +PD98059 组 Akt 和 ERK 的 磷 
酸化 水 平 显著 降低 (0.48+0.017 vs 1.067 +0.047, P< 
0.05)(0.447+0.015 vs 1.23+0.075,P<0.05)。 
2.5 利 拉 重 肽 对 细胞 增殖 能 力 影响 

BrdU 结 果 见 图 4。 根 据 细胞 荧光 数 计 算 , 相 较 于 正 
常 细胞 组 ,100 nmolL 利 拉 重 肽 组 增殖 细胞 呈 显 著 性 增 
加 (42%+8.2% vs 26.3%+0.66% ,P<0.05)。 了 予以 通路 阻 
断 剂 预 处 理 后 , 利 拉 和 鲁 肽 +LY294002 组 和 利 拉 鲁 肽 + 
PD98059 组 增殖 细胞 明显 低 于 利 拉 和 鲁 肽 组 (22%+1.9% 
vs 42%+8.2% , P«0.05) (22.4% +3% vs 42% +8.2% ,P< 
0.05)。 
2.6 利 拉 鲁 肘 对 细胞 迁移 能 力 影 响 

既往 研究 示 PI3K/ Akt 和 MAPK/ERK 通 路 在 细胞 
迁移 过 程 中 起 到 关键 作用 ""。 本 实验 观察 示 (图 5), 相 
较 于 正常 细胞 组 ,100 nmol/L 利 拉 和 鲁 肽 组 可 以 明显 促进 
CMECs 向 划 痕 空白 区 域 的 迁移 生长 (20+2.6 vs 8+0.5， 
P<0.05) 。 了 予以 通路 阻 断 剂 预 处 理 后 , 利 拉 和 鲁 肽 + 
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图 4 BrdU 检 测 利 拉 和 鲁 肽 对 细胞 增殖 能 力 的 影响 及 其 机 制 
Fig.4 Effect of liraglutide on CMEC iude evaluated by BrdU assay (Original magnification: x400). 


LY group: 100 nmol/L liraglutide*LY294002 group PD group: 100 nmol/L liraglutide* PD98059 group. 


LY294002 组 和 利 拉 和 鲁 肘 +PD98059 组 增殖 细胞 显著 低 
于 仅 用 利 拉 鲁 肘 组 (6+0.36 vs 84+0.5,P<0.05)(6.54+0.36 


vs 8+0.5,P<0.05)。 


3 讨论 


在 本 次 研究 中 ,我 们 证 实 了 利 拉 重 肽 可 以 通过 激活 
PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 通 路 促进 心肌 微血管 内 皮 细 
胞 的 增殖 和 迁移 ,并 且 在 使 用 PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 
的 通路 阻 断 剂 LY294002 和 PD98059 预 处 理 后 利 拉 重 


肽 促 增 殖 和 迁移 的 效果 显 


己 著 减弱 ,更 加 确定 地 说 明了 药 


3 Western blot 检 测 利 拉 鲁 肽 对 PI3K/Akt 和 
MAPK/ERK 通 路 的 激活 作用 

Fig.3 Effect of liraglutide on Akt and ERK 
evaluated by Western blotting. A: Phospho-Akt 
in PI3K/Akt pathway; B: Phospho-ERK in 
MAPK/ERK pathway. LY group: 100 nmol/L 
liraglutide + LY294002 group; PD group: 100 
nmol/L liraglutide*PD98059 group. 


物 对 心 有 
微血管 是 
细胞 是 [[ 


微血管 内 皮 细 胞 的 作用 。 
是 指 ] 


直径 小 于 200 hm 的 血管 ,微血管 内 皮 


lL 液 和 周围 组 织 之 间 交 换 的 主要 屏障 ,其 总 的 细 
胞 量 占 到 了 整个 左 心室 的 13”, 能 够 合成 和 分 泌 多 种 
生物 活性 物质 ,起 到 抗 炎 、 青 生 血 管 供给 受 损 组 织 充 足 
血 供 等 重要 功能 ,因为 微 循 环 的 血液 灌注 对 于 组 织 维 
正常 新 陈 代 谢 具 有 重要 意义 “。 一 般 情 况 下 ,内 皮 的 ] 
殖 能 力 处 于 较 缓 慢 平稳 状态 ,但 是 在 特殊 情况 下 它 具 


T 


| IK 3 


有 增殖 和 迁移 .并 参与 到 受 损 组 织 再 血管 化 修复 的 强大 
储备 能 力 ,多 项 研究 表明 内 皮 细 胞 的 增殖 和 迁移 在 生理 
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图 5 划 痕 实验 检测 利 拉 和 鲁 肽 对 细胞 迁移 能 力 的 影响 及 其 机 制 
Fig.5 Effect of liraglutide on CMEC migration evaluated by scratch assay (Original magnification: x200). LY 
group: 100 nmol/L liraglutide-*LY294002 group PD group: 100 nmol/L liraglutide*PD98059 group. 


或 病理 性 的 再 血管 化 修复 过 程 中 起 到 不 可 符 代 的 始 动 
环节 趾 。 所 以 我 们 的 研究 着 眼 于 利 拉 和 鲁 肽 这 种 安全 有 
效 的 临床 用 药 能 够 通过 促进 CMECs 再 生 并 增强 其 运动 
能 力 , 在 受 损 组 织 中 重 朔 内 皮 的 功能 。GLP-1 最 早 在 糖尿 
病 中 发 现 可 以 促进 B 细 胞 和 胰腺 小 岛 的 内 皮 细 胞 增殖 ”， 
近年 来 GLP-1 的 研究 聚焦 于 心血 管 病 的 防治 。 
Erdogdu 团 队 发 现 GLP-1 受 体 在 HCAECs 上 有 表达 ,并 
进一步 证 实 GLP-1 类 似 物 exendin-4 通 过 GLP-1 受 体 依 
赖 的 途径 激活 PKA-PI3K/Akt-eNOS 通路 促进 
HCAECs 的 细胞 DNA 以 及 数量 增多 ,这 种 促 增 殖 作用 
星 明显 的 浓度 和 时 间 依 赖 性 ,于 10 nmol/L 24-48 h 
差异 最 显著 中 。 本 研究 采用 的 是 GLP-1 受 体 激 动 剂 利 
拉 和 鲁 肽 ,一 种 已 进入 临床 用 药 指南 的 心血 管 保 护 药物 ， 
其 浓度 范围 参考 其 他 人 研究 中 利 拉 重 肽 对 内 皮 细 胞 作用 
的 有 效 剂量 "*”"”。 本 实验 证 实 100 nmol/L 的 利 拉 和 鲁 肽 
作用 24 h 可 以 促进 CMECs 的 增殖 和 迁移 ,其 可 能 机 制 
与 促 细 胞 存活 通路 MAPK/ERK- 和 PI3K/Akt- 相 关 , 进 
而 为 转手 术 期 的 保护 性 用 药 提 供 理论 依据 。 

再 血管 化 在 创伤 性 血管 疾病 或 冠 脉 疾病 修复 过 程 
中 占有 主导 性 地 位 ,其 中 内 皮 增 殖 .迁移 能 力 增强 EE 
状 结构 形成 以 及 胞 外 基质 降解 是 再 血管 化 的 主要 组 成 
部 分 他。Kang 等 他 从 体内 和 体外 实验 均 证 实 GLP-1 可 
以 通过 受 体 依赖 的 途径 促进 HUVECs 细胞 在 划 痕 实验 
中 的 迁移 以 及 Matrigel 基 质 中 管 样 结构 形成 ,但 此 研究 
并 未 做 机 制 的 深入 探讨 。 所 以 ,对 正常 或 损伤 后 的 内 皮 
细胞 进行 有 效 安全 的 药物 干预 ,使 其 更 多 的 进入 增殖 周 
期 ,是 缺 血性 心脏 病 中 再 血管 化 治疗 的 一 个 重要 轩 点 。 

不 同 信 号 通路 对 内 皮 细 胞 增殖 、 促 存活 作用 已 经 有 
明确 的 阐述 2。PI3K/Akt 通 路 广泛 存在 于 细胞 中 , 参 
与 细胞 生长 .增殖 的 信号 转 导 通路 。Akt 作 为 一 种 丝 / 苏 
氨 酸 蛋白 激酶 是 PI3K 重 要 的 下 游 丢 激酶 ,对 Ser473 或 


Thr308 位 点 的 磷酸 化 是 Akt 激 活 的 必要 条 件 。PI3K/ 
Akt 下 游 能 够 通过 激活 细胞 周期 依赖 性 蛋白 激酶 2 和 4 
(CDK2/4) ,促使 细胞 进入 S 期 。MAPKs 家 族 被 证 实 可 
以 促进 血管 内 皮 细胞 增殖 和 新 血管 生成 。ERK 作 为 
其 亚 族 通过 磷酸 化 底 物 Thr202 或 Tyr204 位 点 来 发 挥 作 
用 。PI3K/Akt 和 MAPK 通 路 参与 了 细胞 周期 的 调节 来 
PEAMINE”. Cyclin D 主要 被 促 有 丝 分 裂 生长 因子 
激活 并 调节 其 活性 的 蛋白 ,最 早 是 在 肿瘤 疾病 中 被 
发 现 吕 。MAPK 和 了 PI3K 通 路 被 证 实 能 参与 到 Cyclin D1 
促进 细胞 由 G1 期 向 S 期 的 转换 过 程 中 人 ”。Cyclin D1 的 
表达 增加 可 以 活化 蛋白 激酶 CDK4-cyclin D1 复合 物 的 
形成 ,此 复合 物 可 以 磷酸 化 Rb 蛋白 ,并 进一步 激活 
E2F-1 并 促进 其 向 核 内 转移 ,增加 cyclin E 635 。 
这 种 循环 在 研究 中 证 实 可 以 被 PI3K/Akt 和 MAPK 的 阻 
断 剂 所 阻 岂 下 。 本 实验 仅 证 实 了 利 拉 鲁 肽 在 CMECs 中 
可 以 激活 这 两 条 经 典 通 路 ,其 下 游 的 促 增 殖 机 制 可 能 三 

本 文 讨论 的 由 核 外 向 核 内 传递 的 细胞 周期 调节 蛋白 密 
切 相关 , 需 进 一 步 实验 明确 。 

Akt 促 内 皮 细 胞 迁移 .出 芽 的 上 游 通路 可 能 与 血管 
生成 素 1(Ang1) 相 关 。Ang1/Tie2 其 与 下 游 信号 分 子 
Akt Dok-R 的 结合 ,进一步 激活 Nck、Crk 小 分 子 物质 触 
Apt se gus wo ,GLP-1 在 其 中 的 作用 需要 进 一 
步 探 究 。 细 胞 因子 在 促 内 皮 增 殖 和 再 血管 化 有 不 可 符 
代 的 作用 **””。 本 团队 前 期 研究 也 证 实 exendin-4 可 
以 通过 促进 脂肪 干 的 劳 分 泌 作用 来 提高 增殖 能 力 。 
GLP-1 在 微血管 内 皮 细 胞 中 是 否 有 促 细 胞 因子 分 泌 的 
作用 并 作用 于 自身, 有 待 进一步 研究 。 

综 上 所 述 , 本 研究 证 实 利 拉 和 鲁 肽 可 以 通过 激活 
PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 通 路 促进 心肌 微血管 内 皮 细 
胞 的 增殖 和 迁移 。GLP-1 能 否 道 转 缺 血 缺 氧 损伤 后 已 
经 汕 亡 或 老化 的 细胞 ,使 其 重新 进入 增殖 周期 ,又 是 另 
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一 急 待 解决 的 难题 。 此 研究 提示 利 拉 重 肽 不 仅 可 以 作 
为 一 种 降 糖 减 脂 药 ,而 且 在 心血 管 方向 也 具 应 用 前 景 ， 
为 直接 PCI 术 的 围 手术 期 的 再 血管 化 治疗 提供 了 可 靠 
的 理论 保障 。 
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